Aislamiento y purificación del antígeno A del sistema ABO,mediante la columna cromatográfica de afinidad by Salazar Reyna, Juan
¡ B L A M I E N K ) Y PURIFICACION D E L A H T & E K O 
SL SIS T E M A A B O , MEDIANTE- L A C O O J M N * 
l O M A T O G E A F I C A D E AFINIDAD* 
TESIS Q U E m O P C I O N A L G R A D O B E M A E S T R O 
E N CIENCIAS 
E S P E C I A O D A D r I N É Ü N O I X ^ I A 
M O N T E E E E Y , N, L 

1020071036 
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 
FACULTAD DE MEDICINA 
SUBDIRECCION DE INVESTIGACION Y ESTUDIOS DE POSTGRADO. 
"AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL ANTIGENO A DEL SISTEMA 
ABO, MEDIANTE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA DE AFINIDAD". 
TESIS QUE EN OPCION AL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS 
ESPECIALIDAD:INMUNOLOGIA 
PRESENTA : M.C.P. JUAN SALAZAR REYNA. 
MONTERREY, N 
"TK 
F M 
FONDO TESIS 
163681 
NOMBRE DEL ASESOR DE TESIS: DR. MARIO CESAR SALINAS CARMONA. 
LUGAR DONDE SE DESARROLLO EL TRABAJO: FACULTAD DE MEDICINA DE 
LA U.A.N.L., DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA. 
INSTITUCION QUE AUSPICIO LA TESIS: FACULTAD DE MEDICINA DE -
LA U.A.N.L., A TRAVES DEL DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA. 
COMISION DE TESIS 
PRESIDENTE : DR. MARIO CESAR SALINAS CARMONA 
SECRETARIO : M.C. IRMA SALINAS. 
1* VOCAL Í DRA. MARIA DEL SOCORRO FLORES 
2* VOCAL : DR. MARIO ALBERTO GARZA E 
3* VOCAL : DRA. ALMA YOLANDA ARCE M. 
Dedico este trabajo de Tesis a: 
Mis padres, a mis maestros y en 
especial al Dr. Mario César Sa-
linas Carmona, un ejemplo a se-
guir. 
CONTENIDO 
INTRODUCCION 
JUSTIFICACION 
HIPOTESIS 
OBJETIVOS 
MATERIAL Y METODOS 
RESULTADOS 
DISCUSION 
CONCLUSIONES 
BIBLIOGRAFIA 
I N D I C E : 
PAGINA 
1 
12 
13 
14 
15 
29 
38 
42 
43 
I N T R O D U C C I O N 
En 1900, Kar1 Landsteiner descubrid que el suero de la 
mayoría de los individuos contenía substancias que aglutinaban y -
Usaban los glóbulos rojos de muchos otros seres humanos. Tales 
reacciones de ag lut i nac ión y 1 isi s fueron ¿tt i les para di fe rene i a r_ 
en los humanos, cuatro grupos sanguíneos princ ipales que se 
designaron como A, B, AB, y 0 (1, 3, 4, ó, 9, 20). 
Los elementos responsables de 1 a hemaglut i nac ¿ón, una de 
las manirestac iones vis i bles de la raacción ant ígsno-ant icuerpo, 
son los anticuerpos; estos forman parte ds las proteíñas del sus?"o 
y son simi lares estructuralments? antrs si. A los ant icuerpos, 
también se les ha llamado ínmunogIohuli ñas y son sintetizadas por 
1 as célLil as P lasmát i cas. Los ant i cuerpos c i reulan por el suero y 
los iíauidC'5 tisulares y tienen la capacidad de? unirse a su 
=, un ant ígeno determi nado. La rescc iSn ant íqeno ant i-Lui apci- * = 
CUcvrr.0 es espec íf ica, rever si ble y espontánea, además de que se 
pres=nt* de una manera rápi da. La unián de los ant icuerpos con sus 
-tntrgeno5 específicos se lleva a cabo entre el sitio activo dal 
an|.;.cj-po y el determinante antigénico del antfgeno (ver 
figuras í y •¿-/ ' 
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La reacc i¿Sn entre los anticuerpos y los eritrocitos (gi5— 
bulos rojos) es la base inmunohematoléfgica para diferenciar ios 
cuatro grupos sanguíneos humanos A, B, AB, y O; esto se lleva a 
cabo haciendo reaccionar ios antígenos que de manera natural se 
encuentran sobre la super-f ic ie de los er i t roe i tos, y la ex istencia 
de ant i cuerpos especí-fieos para tales antígenos y asi es -Fact i ble 
ídsnt if icar tama i en: ant i cuerpos ant i-A que son los que 
reacc ionan únicamente con el ant ígeno A; y ant icuerpos ant i-B, 
esoecíficoe para el grupo sanguíneo B del sistema ABO (ver tabla_ 
I). (1, 3, 4, 7f 9, 12). 
A la clasificación de los grupos sanguíneos humanos 
hecha por Landsteiner se 11 amó sistema ABO y los factores que 
detsrmi nan I a p reseñe i a de ant í genos y/o ant i cuerpos referentes a 
los grupos sanguíneos son de carácter hereditario. El sistema ABO 
está constituido por tres genes miélicos: A, B, y 0. Los genes 
de los sntfgencs A y B es'.'.án relacionados con la síñiesis de 
errj i,vi as responsables de la adic i fin do res i dúos de car boh i d ratos 
simoles; 
A),- N-Aceti 1-Galactosamina para si grupo sanguíneo A. 
B).- D-Galactosa para el grupo sanguíneo B» 
Estos monosacári dos son unidos covalentementa a una glu-
ccproteíns ant igáínica básica con un az'acar terminal. la L-Fucosa, 
esta molécula se encuentra en la superficie del eritrocito y que 
es conocida como substancia R (ver figura 2) y sirve como precur-
sor. A este precursor luego se le adiciona la N-Aceti1-Galactosa-
íTii na para dar la espec if ic i dad A o la D-galactosa para dar la 
especificidad del grupa sanguíneo B (figura II). 
Sustrato: esfingolípido de membrana Sustancio H Antígerto A Antígeno B 
< x > # o 
^ ^ N-acet¡l-glucosam¡na • 
Galactosa 
^ ^ Fu cosa 
N-acetil-galoctoscmino 
• 
Fig. 2-5. Estructura de las moléculas en el sistema ABO. Los genes responsables de la producción de ios antígenos Ay 
B en los eritrocitos son las glucosiltraiisrcrasas. Estas enzimas agregan carbohidratos terminâtes a la sustancia H que 
actúa coma columna vertebral de los dos an tícenos. El çene A es responsable de la adición de la N-ace tilgalactosajn i na, 
mientras que el gene B agrega galactosa, formando, respectivamente, los antigenos A y B. La sustancia H se crea 
cuando una fucosiitransfenisa agrega fucosa j Ja eataífosa terminal. 
De esta forma tenemos que les determinantes anüigÉnicos de 
los cuatro grupas sanguíneos (A, B, AB, y 0) son el resultado de 
tres g.^nesi 
0, A, y B 
Los g n 5? s A y B dominan al 0 ¡, los gsnotipos A A y A G, as 
como los BB y B0 san indistinguibles serologxcamenteímeaiance aná-
lisis sanguíneos) y por esa razón se c i as ifican como fenot ipos A 
y B respsctivaments y por lo Tanto solo se recoocsn cnatro 
fsnati pos: A, S, AB y C 
Aunque en realidad pueden ocurrir hast* seis gsnutipu^s 
(ver tabla I). 
00; AA y A0; BB y B0; AB <1, 5, 9, 20, 25) 
En ios seres humanos con ios fenotipos A o 8, ios antí 
genos A y B están presentes en la mayoría de las células del 
organismo, incluyendo leucocitos y plaquetas. Además entre el 70% 
y el 80% de la población A o B posee la capacidad de secretar 
tales ar.tfgenos en -forma soluble en agua y se encuentra a los 
antígencs A o B en líquidos corporales, Por ejemplo: plasma, 
sal iva, semen y sudor y esto es importante en Medie i na Forense (5, 
1er n*7 nev J, ¿.O, ¿.U! . 
Los anticuerpos que existen en forma natural para los antl 
genos A y B o para ambos se detectan en él plasma de sujetos cuyos 
eritrocitos carecen de los antígenos correspondientes (ver tabla 
I)- Para esto se utilizan las oruebas de hemaglutinaci5n. 
GRUPOS SANGUINEOS HUMANOS. SISTEMA ABO: i • > 
FENOTIPO: GENOTIPO: ANTIGENO EN LA 
SUPERFICIE DEL 
ERITROCITO. 
ANTICUERPOS EN 
EL SUERO: 
B 0 00 NINGUNO. ANTI-A y ANTI-B. 
A AA o A0 A. ANTI-B. 
B BB o B0 B. ANTI-A. 
AB AB A Y B. NINGUNO. 
TABLA 1. GRUPOS SANGUINEOS HUMANOS, ANTIGENOS EN ERITROCITOS 
Y ANTICUERPOS NATURALES EN SUERO. 
La hemaglutinaciéín directa es una técnica que hace visible 
la reacc i3n antfgeno/ant icuerpo, se hace mese lando los ant icuer-
pos, antigrupos sanguíneos <A o B) con los glchulos rojas especí-
ficos y esta reacción depende fundamentalmente de dos factores: 
1).- Cantidad de moléculas de antígeno que tiene el gló-
bulo rojo sobre su superficie externa. 
2).- Concentración de anticuerpos específicos en el suero 
analizado 
La prueba de inhibición de la hemaglutinaci<5n se utiliza 
en los laboratorios de investigación pero no en la rutina clínica, 
esta prueba consiste en hacer reaccionar a los anticuerpos anti-A 
o anti-B con los antígenos A o B solubles, y después mezclarlos 
con los g 3. Sbu los rojos cor respondientes. La técn-i ca simp 1 if icada 
consiste ens 
1) . - Se obt ienen los ant icuerpos ant i-ant faena A (como 
e jemplo). 
2).- Se les agrega antígeno A solubie. 
3).— Con lo anterior se satura los sitias activos de los 
ant i cuerpos (sit ios de reacc i 6n específica contra el 
antígeno)> después de estos 
4).- Se agregan a la misma mezcla los glóbulos rojos del 
grupo sanguíneo A y 
5)u- No hay hemaglutinacián porque los anticuerpos están 
saturados por el antígeno A y por lo tanto están 
bloqueados para reaccionar y se inhibe la hemaqiuti-
nac i3n. Esta técnica nos es &ti 1 para titular el 
ant fge.no. 
Es pos i ble detectar en la supe r-Fie ie de los gl ñbulos ro-
jos, en hepatocitos, en las células del bazo, en células renales,-
y en células pulmonares (1, 3, 5) la preseñe ia de los antígenos A 
y B del sistema ABO. 
Además de los si t ios re-Fer i dos en el párrafo anterior, al 
antigeno A y al B también se les puede detectar en secreciones 
dado que del total de individuos de grupo sanguíneo A del sistema 
ABQ, del 707. al 80"/. tienen la capacidad de secretar tal antígeno 
en forma soluble en agua y se encuentra el antígeno en secreciones 
tales como sal iva, fluí do seminal, jugo gástr ico, sudor y en 
quistes mucinosos de ovario <5, 15, 23, 25). 
La sustanc1 a A o antígeno A en forma particulada e insoluble 
en agua fué caracterizada como un glucoli'pido que tiene ácidos _ 
grasos, esf i ngosi na y mucopé'pt i do mientras que los resul t a dos de 
los an3i isis hechos al ant i geno A er¡ su forma soluble indicaron _ 
que en su estructura hay de 807. a 90% de carbohi dratos, con los 
sacái" i dos Fundamentales N-Aest i 1 -Galactosam i na y Fucosa (ver _ 
•figura 3) en el extrema libre e inmuno-dominante, y un 107. a 15% de 
proteína (constituida principalmente por serina, treomna y prali-
na) y a este polipéptido se ancla el sacárido, de la que resulta 
un proteoglucano <10, li, 12, 13). 
El antfgeno A, en sus dos formas, particulado y soluble, 
tiene una gran heterogeneidad en cuanto a peso molecular ya que la 
longitud de la fracción de sacáridos es muy variable y es la 
responsable del amplio rango de pesos moleculares que va desde 
20,000 daltones, hasta varios millones de da1tañes (19, 24). 
Al hacer un análisis de los antecedentes de las _ 
investigaciones sobre los grupos sanguíneos, se encuentra que s 
(19) . 
Schiff y Adelberger (1924), Landsteiner y Van Der Scheer 
(1925), Witebsky (1927) y Eisler y Moritsh (1928). Trataron de 
aislar el antígeno A de los glóbulos rojos y determinaron su _ 
estructura como lipídica. 
Brahn y Cois. (1932), Jopes y Norlin (1934), Freudenberg y 
Eichei (1935), Bray y Cois. (1946), Aislaron los antígenos A y B 
de la orina, mucosa gástrica, de quistes muc i nasos de ovario 
e iniciaron el es tu dio de la est ructura de estos _ antígenos-* 
solubles en agua„ 
kabat (¿949). Determinó la particípación del residuo 
fueos i 1 en la actividad de los antígenos A, B y H. La determina 
cíón ci4-13 hizo -Fué mediante hidrólisis controladas. 
Musamune y Siajima <1951)=, Tokura (1952 y ,19535 , Yamakawa 
(1953), Musamune y Cois. (1934), Gibbons y Cois (1955). Dieron la 
evidencia de que son azocares diferentes los que se encuentran en 
Xas glucoproteínas de los grupos sanguíneos A y B. 
Watkins y Morgan (1952 y 1953?, Kabat y Leskowitz (19555, 
Colé Y Morgan (1956) y Paintsr y Cois. (1962). Mediante la técnica 
de Inhibición con haptenos demostraron que los determinantes de 
los antígenos A, B, H eran los siguientes: 
A).- Aifa-L-Fucosi1: Para el antígeno H. 
B).- Alfa-N-Aceti1-Galactosamina. 1-3-Galactosa: Para el 
antígeno A. 
C).- Alfa-Galactosa. 1-3-Galactosa: Para el antígeno B. 
Hei1delberger encontró que la antigenici dad de los polisa-
cáridos dependía del peso molecuiar, y esto lo demostró con 
productos bacterianos. Después Kabat, con otra sistema antígeno-
anticuerpo, con po1isacár i dos der i vados de la dextrana nat iva, 
también encontró que existe una dependencia entre la antigenici dad 
y el peso molecular de los polisacári dos. En el caso del antígeno 
A del = 1.5tema ABO ds los grupos sanguíneos humanos, el contenido 
de carbohidratos es mayor del SO 7, del peso total de la molécula y 
por silo debemos considerar!.! como un polisacá;"1.,^:. 
• El psso molecular del antígeno A soluble que se ha repor-
tado, varía, desde los 20,000 hasta varios millones de daltones, 
esta heterogeneidad esta dada por el contenido de las cadenas de 
oligosacáridos unidos al esqueleto central de aminoácidos. Es 
problabie que la inmunogenicidad del antígeno A soluble también 
dependa . de su peso molecular, sin embargo no existen estudios 
publicados a este respecto. En este trabajo se pretende aislar y 
pur if i car el ant ígeno A por cromatograf la de af i ni dad ut i 1 i zahdo 
anticuerpos anti-A "inmovilizadas". Con esta técnica aseguramos 
la calidad del antígeno A y luego con la técnica de inhibición de 
la hemaglutinaciSn se obtendrá el titulo del antfgeno A. La 
inhibición de la hemaglutinación en este caso esta dada por el 
nilniero de determinantes antigénicos involucrados, y esto a su vez 
esta' en func iS5n del peso molecular. 
El antígeno A soluble aue se obtenga de esta forma, en 
teoría, deberá ser i nmunogéínico y permitirá realisar estudios para 
averiguar la relaci5n entre el peso moiecular y la capaci dad 
inmunogéniea. 
El fundamento de purificación del antígeno A mediante la 
Cromatoqrafía de afinidad se basa en la reacciSn antfgsno/anti— 
.cuerpo, la cual e=. rápida, específica, reversible y espontánea (1, 
T^, 4, 9). La cromatograffa de afinidad tiene dos fases: 
'i)»-™ Fase Es tac ionar i as Está constituida por anticuerpos-
específicos e insolubi1 izados con qlutaraldebido, _ 
(ver Material y Métodos). 
2).- Fase Móvil: Solvente amortiguador fosfato en el que 
se encuentra el antfgeno A que se desea purificar y 
otros elementos contaminantes sin relación con éste, 
(ver Material y Métodos). 
Al pasar la mezcla en que se encuentra el antígeno A (Fase 
m6vil) por la fase estacionaria, por afinidad se retiene Cmicamen -
te el antígeno? los contaminantes no reaccionan con los anticuer— 
pos y por lo tanto se eluyen del inmunoadsorbente ( Fase e s t a d o — 
naria). 
La Cromotografía de afinidad se puede realizar utilizando 
1 os ant i cuerpos ant i - A de manera natural (sin i nmuni zacií5n previa) 
se encuentran en sujetos del grupo sanguíneo B (ver tabla. I), y 
para mejorar el rendimiento de éste método de an«£l i sis so puede 
aprovechar una característica de la respuesta Inmunes La intiucibi-
lidad: inmunizando conejos con el antígeno A se induce una res-
puesta Inmune secundaria, la que proporciona una mayor concentra-
ción de anticuerpos anti-antígeno A, Para obtener títulos mas 
altos de ant i cuerpos en 1 os conejos, es importante lo sigu i ente: • 
1) . - I nmuni zac: iones repet i t i vas por vía par entera 1 „ 
2)=- Uso de adyuvantes: Potenciadores de la Respuesta 
Inmune, como lo es el adyuvante completo o incompleto 
de Freund. 
Una vez logrado el estímulo antig^nico, se obtienen los 
anticuerpos anti-antígsno A y con ellos sa monta una Cromatografta. 
de af i ni dad de mayor rendimiento, por tener una mayor concentra 
citín de anticuerpos específicos. 
La Cromatografía de afinidad hecha con anticuerpos anti-
antígeno A, naturales o inducidos, permitirá purificar en un solo 
paso el antígeno A en base a la reacción entre el determinante 
antigénico de la molécula A y el sitio activo de los anticuerpos 
anti-antígeno A del sistema ABO. 
1 i 
J U S T I F I C A C I O N 
El antígsno A soluble del sistema ABO se encuentra distri 
bufdo en proteoglucanos de un rango amplio de pesos moleculares 
que van desde 20 kilodaltones hasta varios millones de daltones. 
Esta heterogeneidad en el peso molecular ha dificultado el 
conocimiento de la relaciéfn que ex iste entre la estructura química 
del antfgeno A del sistema ABO en su forma soluble y su 
capacidad para inducir una respuesta anti-A. 
Por lo anterior, no hay un antIgeno A soluble del sistema A30 
con estructura de referencia basada en la actividad inhibitoria de 
la hemaglutinaciñn que sea útil para el análisis In vitro de la 
relaciun existente entre la estructura química y el peso _ 
molecular, con la antigenicidad. 
H X P 
O T E S I S 
. =nl.es antigeni— 
, , u s deters 
„ a i 5 lado en bas» - e l 4 n t ïg.no A 
E 1 antr9ar,o „ ^ ^ ^ ^ ^ 
, r>r solamente por * aislado so. 
O B J E T I V O S 
Purificar el antígeno A soluble por cromatografía de 
afi ni dad en un solo paso. 
Conocer la respuesta inmune contra el antígeno A _ 
pur ificado por cromatografía de afi ni dad y comparar esa 
respuesta con la inducida por el antígeno A no 
pur ificado. 
MATERIAL . Y METODOS 
1.- OBTENCION' DEL ANTI6EN0 A "SOLUBLE": 
El antígeno A crudo (no purificado) -fue donado por si 
Departamento de Inmunología del Hospital Uníversitario, U.A.N.L. 
El antígeno A crudo se sometió a la autoclave a 15 atmósfe— 
ras * de presión y a una temperatura de 121°C por 2 horas, pos-
teriormente se sedimentó por centrifugación a 3500 rpm por 15 :— 
minutos, el sobrenadante se recuperó y se etiquetó como antígeno A 
soluble del sistema ABO (6, 11, 12, 17). 
2.- OBTENCION' DEL SUERO HI PER INMUNE ANTI-As 
Se obtuvo el suero hzperinmune anti-A a partir del plasma de 
donadores voluntarios que habían sido inmunizados con antígeno A 
soluble del sistema ABO. 
3.- A I S L A M I E N T O DE G A M M A G L Ü B U L I Ñ A S (ANTICUERPOS) ANTI-A: 
Lo^ anticuerpos anti-A se obtuvieran precipitándolos del _ 
suero hipsrinmune anti-A utilizando el método de precipitación por 
sales, usamos sulfato de amonio preparado como solución satura-
da y a una concentrae ión fi na I de 33X. 
El voltímen de suero a procesar se colocó en un vaso de 
precipitado a 4®C. y ss le agregó la solución saturada de sulfato 
de amonio, gota a gota, bajo agitación lenta con agitador magné— 
tico. El sulfato de amonio en solución saturada se agregó a 12 
gotas por minuta hasta llegar a una concentración final del 33%. 
Al alcanzar esta concentrae iÓn se dejó en ag itac iSn suave por 30 
minutos, después de este lapso se centrifugó a 3500 rpm por 15 
minutos, el precipitado se recuperó y se reconstituyó al val timen 
original del suero con solución salina ai 0.85%, pH 7.4. Se 
repitió el procedimiento total por tres ocasiones y en la ¿íltima_ 
reconst i tución, el val timen f i nal fue el 25% del volCímen or ig i na 1. 
El exceso de sal (sulfato de amonio) de las gammaglobuli ñas 
prec ip itadas se eliminó por diálisis exhaust iva, contra una 
soluc ión sal i na-borato, hasta que el 1fqui do de diálisis mese lado 
con un val timen igual de cloruro de bar i o ya no dió la formación de 
precipitado de sulfato de bario (21, 22). 
4.- IMSQLUBILIZftCI0N DE GAMMAGLQBULIÑAS CON ANTICUERPOS ANTI-
ANTIGENO A, UTILIZANDO GLUTARALDEHIDO COMO AGENTE ACOPLADOR. 
3e utilizó el glutaraldehfdo como agente acoplador de 
anticuerpos los cuales quedaron insolubi1 izadas. Los anticuerpos 
i nso1u b11 i zaccs con g1u".ara!deh f do fuer o n establos ^ n ur ea y 
dodeci1-sulfato de sodio; este método es rápido, reproducible y 
puede uti 1 i zarse para todas las proteínas con grupos ami nos 1 i bres 
' (14, 26). 
Método general de insolubiI i zac i ón con g1utaraldehído: 
Se dializaron las gammaglobuli ñas y se ajustaron a una 
concentración de 25 mg/ml., la diálisis fué contra buffer-fosfa-
to, pH7.4 (14, 22, 26). Se prepararon unas soluciones de gluta-
raldehido al 27. y 57. y se agregó 0.1 mi por cada mi. de proteína 
a la concentración mencionada. La polimerización fué casi instan-
tánea y el gel se dejó por 3 horas a temperatura ambiente (25°C.) 
para completar la insolubi1 ización. El material insolubi1 izado se 
dispersó en mortero y se 1avÓ con el buffer fosfato hasta que la 
densidad Óptica del sobrenadante de los lavados fuera menor de 
0.050 a 280 nm. 
El grado de i nsolubi1 i zac ión de las proteínas en este caso 
de las gammaglobuli ñas a concent raeión constante, depende de la _ 
concentraeión del glutaraldehido añadido, por esto se probaron -
concentraciones de g lutaral deh ido de 2.5/1, 2.0/í, 1.5*¿ y 1.0%. 
5.— PURIFICACION DEL ANTIGENO A POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD: 
La cantidad del antígeno A del sistema ABO se determinó — 
mediante la técnica de inhibición de la hemaglutinacións 
La muestra de ant faeno se diluyó con solución salina al 
0.85%, pH7.4 desde 1:4 a ls512. De cada una de las diluciones se 
tomó 0.1 mi y se mezcló en un tubo de ensayo con suero comercial 
anti-A (LLA.N.L.) y se dejó a temperatura ambiente (25oC) por 30 
minutos. Pasando este lapso, se agregó a cada tubo 0.1 mi de 
glóbulos rojos A ai 27., se mezcló y se centrifugó a 3500 rpm. por 
45 segundos. El título del antígeno es la recíproca de la dilución 
máxima de gste. a la cual aQn inhibe la hemaglutinación. El antí— 
geno A soluble utilizado en todos los experimentos siempre fué de 
actividad inhibitoria de la -hemagluti nación de ls512, en alf 
cuotas de 2.4 mi en amortiguador de fosfato a pH7.4. 
La fase estac ionar ia de la Cromatografía de afi ni dad se 
preparó con gammaglobuli ñas en solución (46.04 mg/ml), en ai í — 
cuotas de 14 mi ésta equivale a 644.5 mg de proteínas 
(gammagloDuli ñas) por columna. En todas las columnas cromatogrS-
ficas de afi ni dad se mantuvo la propore ión protéica anterior y el 
rendimiento de las columnas se valoró variando la concentraeión_ 
fi nal del agente insoiubi1 i zador (el glutaraldebído). 
Fara puri ficar el antígeno A de la mezcla so iubie en que 
se encuentra (11amada antígsno A solubie o -no pur ificado) al inmu-
noadsorbente se agregó el antígeno A crudo, 2.4 mi, con .un tftulo-
de i nhibieión de la hemag1ut inac i Ón de 1:512 a la colum na de -
afinidad y se dejó en incubación a temperatura ambiente (25oC) por 
1S 
2 horas y a 4oC por 2 horas mas. Estas variaciones en . la tem-
peratura se debreron a que a temperatura ambiente rsacciana me-
jor el anticuerpo IgS, mientras que a 4oC lo hace mejor el _ 
ant icuerpo IgM. Ambos ant icuerpos se encuentran en las 
qammaglobuli ñas insolubi1 izadas y constituyen la fase estacionaria 
de la columna cromatográfica de afinidad. Después de la adsorción 
del antfgeno A en la cromatografTa de afinidad, se lavó el-
inmunoadsorbente con 500 mi. de amortiguador de fosfatos a pH7.4. 
Este lavado se hizo para eliminar todo el material na retenido por 
el inmunoadsorbente en base a 1-a reacción antígeno/anticuerpo. 
ó.- ELUCION DEL ANTIGENO A DE LA' COLUMNA CROMATOGRAFICA DE 
AFINIDAD. 
La reacción antfgeno/anticuerpo se caracteriza por ser 
reversi ble, dado que las i nteracc iones entre ios si t ios act i vos 
del anticuerpo y el determinante antigénico san de tipo no-
covalentes. Par lo tanto la separación del antTgsno del sitio de 
unión con el ant icuerpo puede 1levarse a cabo por dist i ntos m é — 
todos, algunos de mayor efectividad que otros. Los que nosotros 
valoramos fuerani Aumento gradual de la temperatura, cambios de 
pH y adición de iones caotrópicos. 
El método de valoración de efectividad de cada método de 
eluc ión fué igual para cada unos Se agrega el eluyente al _ 
inmunoadsorbente y se dejó en incubación por 30 minutos. Para 
eliminar el eluyente después de transcurrido ese tiempo se dial izó 
contra solución salina al 0.85% a pH7.4 y se tituló la capacidad 
de inhibición de la hemagluti nación de cada una de las muestras. 
En base a los resultados, se eligió al eluyente con 
tiocianato de sodio: 
Solución reguladora de -Fosfatos a 0.02 M. : Aforar as 
Solución A ...NaH P0 .H • 27. ó gr Í00 mi 
Solución B ...Na HPQ . H 0 53.65 gr 100 mi 
Se mezclarons 
Solución A 43.35 mi 
Solución B ó. 15 mi 
50.00 mi 
Aqua Bidestilada 950. 00 mi 
Tot a 1 ds. la So 1 uc 13n rea u 1 a do ra de Fosfatos 1, 000. 00 m 1 
De ion tiocianato de sodi o se pesaron 24.3 gr. y se aforaron a i00 
mi. con la solución reguiadora de fosfatos 0.02M. y so ajustó a pH 
6.0. 
En un intento de mejorar la efectividad como eláyente del 
tiocianato de sodio, se variaron la molaridad y el pHs 
SOLUCION REGULADORA 7IÜCINAT0 DE pH FINAL: 
DE FOSFATOS: SODIO: 
6.0 
3.0 
6. 0 
7.- CROMATOGRAFÍA DE AFINIDAD CON ANTICUERPOS ANTI-ANTIGENO A 
OBTENIDOS A SU VEZ POR AFINIDAD: 
A.- 0.02 M 
B,- 0.10 M 
c.- 0.10 M 
3.0 M 
3.0 M 
3.0 M 
Para tener un mejor rendimiento de la columna cromatográfica 
de afinidad, se decidió enriquecer los anticuerpos anti-A, al 
obtener los por afinidad: 
5 e mezclaron glóbulos rojos A en paquete, con el suero-
hiper inmune ant i-A, con t ¿tulo de hemaglutinación 1:2048, volñmen 
a volumen; la mezcla se incubó a una temperatura inicial de-
adsorción de 4 o C por 30 minutos y final de 37° C por 30 minutos -
con esto se formó un coágulo por la hemaglut inac i Ón do los glóbu— 
los rojos A al mezclarse con el suero hi per i nmune ant i-A. Después 
d* la absorción de las anticuerpos anti-A, se d e s e a r e l suero — 
sobrenadante, se lavaron los glóbulos rojos con solución salina — 
al 0.85%, pH 7.4. 
Para la elución de los anticuerpos de la superficie de los -
glóbulos rojos A se uti 1 izó únicamente el aumento de temperatura -
en bafio seralóg ico del matraz que contenía el coágulo y la.-solu 
ción salina. La temperatura se aumentó gradualmente, de 37° C — 
hasta 56° C por tiempos variables, desde 10 minutos hasta 30 m i — 
ñutos. 
Con el aumento de la temperatura se separaran las anticuerpos 
específicamente anti-A de los glóbulos rojos y quedaron en la -
solución salina, de la que se precipitaron con solución saturada-
de .sulfato de amonio (mat. y met. apartado No. 3). A los anti— 
cuerpos obtenidos se les tituló la capacidad de hemagluti nación -
y se i nsolubi1 i zaran con el glutara 1dehído. 
8.- COLUMNAS CRQMATOGRAFICAS DE AFINIDAD HECHAS CON ANTICUERPOS DE 
CONEJO: 
De un grupo de conejos no inmunizados se seleccionaran los 3 
de más alto titulo de anticuerpos naturales anti-A. El título de 
anticuerpos naturales fue de 1:32 en los tres. 
Dos de ellos (No. 50 y No. ó 1) s'e inmunizaron con al antígeno 
A pur ificado por la cromatografía de afi ni daü y de título ds 
inhibición de la hemagluti nación de ls512. 
El esquema de inmunizaciones fue igual para todos los c o — 
nejos, la Cínica variante fue que los conejos No. 50 y No. 61 se-
inmunizarcn con-el antfgeno A purificado y el conejo No. 007 se 
inmunizó con el antígeno A soluble (no purificado): 
D¿a 1. -Primoinmunización de los conejos? cada cual con el-
antígeno correspondiente como ya se mencionÓ,se — 
ut i I izÓ adyuvante comp ieto de Freu.nd y la vía de — 
administración fue subcutánea. 
Día 16. Reinmunización vía subcutánea, se utilizó el adyu— 
vante incompleto de Freund. 
Día 20. Se sangraron los conejos y al suero de ellos se la-
ir. ituló la actividad anti-antígeno A por hamagluti— 
nación, cada conejo se valoró por separado. 
Dia 30. Reinmunización de cada conejo con el antígeno A que 
le correspondió: soluble para el No. 007 y purifi— 
cada por cromatografía de afi ni dad para los conejos 
No. 50 y No. 61; la vía de administración fue in— 
tramuscular. 
Dia 31. Rsinmunizaciun por vía intramuscular con el antíge-*-
no A correspondiente. 
Dia p -Se sangraran los conejos y al suero se le tituló la 
actividad anti-A, por hemagluti nación. 
Día 34.- -ReinmunizaciÓn con el antIgsno A correspondiente, -
esta vez por vía intraperitoneal. "•* 
Día 35. Reinmunización con el antígeno A correspondiente, -
por via intraperitoneal. 
Dia 36, 'Reinmunización con el antfgeno A correspondiente, -
por vía intraperitoneal. 
Dia 39. -Se sangraron a los conejos y ai suero de cada uno -
de ellos se le tituló la actividad anti-A por hema-
glut i nación. 
9.- CUANTÍFICACION DE ANTICUERPO Y/0 ANTIGENO POR INMUNODIFUSION 
RADIAL. 
Se separaran placas con el gel (agarosa o ió'n agar en-
concentraciones de 0.5% y 1.07.) a las que se les incorporaron 
ant icuerpos o ant fgeno A (soluble o purificado). En cada gel se 
hicieron 12 perforaciones para depositar allí la muestra a inmuno 
difundir radialmente. En los geles con anticuerpos humanos o de 
conejo se puso para inmunodifundir el ant ígeno A (soluble o 
purificado)? mientras que en los geles con antígeno A incorporado, 
inmunodifundieron los sueros humano o de conejo. Véase fig. III. 
FISURA III 
POZOS PARA LAS 
INMUNO-DI FUSIONES 
GEL CON ANTIGENO 
O ANTICUERPOS 
INCLUIDOS• 
Flacas de las inmunodí-fusiones radiales. En cada uno 
de los hoyos se pusieron las muestras. El diámetro -
de la inmunodifusión radial indica la concentraci5n -
de anticuerpos o antígenos que tiene la muestra ana-— 
1 izada. 
Placas de gel (agarosa o ión agar) a las que se les incorporó 
el antígeno A, soluble Q purificados en estas placas inmunodifun— 
dieran los susron anti-antfaeno A: 
PLACA 
NO. 
GEL; CQNC. DEL 
GEL. 
TITULO DE INHIBICION DE 
HEMAGLUTINACION DEL AN-
TIGENO a INCORPORADO-AL 
GEL: 
AGAROSA o, 
AGARQ3A 
AGAROSA 
AGAROSA 
0.5% — 
1.07. 
1.0% 
1:1024 (SOLUBLE) 
I:64 (SOLUBLE) 
1: 32 (PUFIFICADO) 
1 : i6 (PURIFICADO) 
1:3 (PURIFICADO) 
6 ION AGAR 
7 ION AGAR 
S ION AGAR 
? ION AGAR 
10 ION AGAR 
1.07. 
"ls 1024 (SOLUBLE) 
1:64 (SOLUBLE) 
1:32 (PURIFICADO) 
1:16 (PURIFICADO) 
Í.S (PURIFICADO) 
Las doce per-f orac iones de las placas de gel se llenaron con 
suero hioeriniT¡une anti-A. 
POZO NO. . TITULO DE HEMAGLUTINACION DE -
LOS SUEROS HIPERINMUNES ANTI-A 
(HUMANO O DE CONEJO) AÑADIDO -
PARA INMUNODIFUNDIR: 
i CONTROL NEGATIVO 
4 i : 8 
5 U i é 3 
6 1,32 
7 i ; ¿4 
8 1 : 1 2 8 
9 1 ; 256 
1 0 1-512 
11 ls 1024 
•J 1 !; 2048 
Se utilizaron diez placas para la inmunodifusión de cada uno-
de los sueros, los cuales se aplicaron par separado lo que totali-
zó cuarenta placas de gel para inmunodifusianes radiales de sueros 
hiperinmunes. El halo de precipitación i inmunodifusión radial) se 
midió a las 24 horas de haberse agregado el suero hiperinmune. 
Placas de gel vagarosa o ión agsr) a Ias que se les incorpo— 
raron anti cuerpos humanos o de conejo con act ivi dad ant i-antígeno-
As en estas placas inmunodifundieron los antígenos A, soluble o 
purificados 
PLACA 
NO. 
I 
I I 
III 
I V 
V 
I I T 
Y X 
VII 
VII I 
I X 
X 
GEL: CONC. DEL 
GEL: 
AGAROSA 0.5"/. 
AGAR OSA -0,57. 
AGAROSA 0.57. 
AGAROSA i. 07. 
AGAROSA i. 0% 
I0N AGAR 0.57. 
I0N AGAR 0.57. 
I0N AGAR 
I0N AGAR 1.07. 
ION AGAR 1.07. 
TITULO DE HEMAGLUTINACION 
DEL ANTISUERO AGREGADO AL 
GEL: 
— - j. 
— . i 
i 
i 
1 
1024 + 
512 + 
; 256 + 
1024 + 
512 + 
1024 + 
512 + 
25Ò + 
1024 + 
512 + 
Cada placa fue horadada en el gel, en doce sitios y los posos 
se llenaron con antfgeno A, soluble o purificado: 
POZO NO. T I T U L O DE INHIBICION DE LA -
H E M A G L U T I N A C I O N DEL ANTIGENO 
A (SOLUBLE 0 PURIFICADO) OUE 
SE A G R E G O A L O S P O Z O S PARA -
O U E INMUNODIFUNDIERANS 
1 I:1024 (SOLUBLE) 
2 1:512 ' "(SOLUBLE) 
3 ¿ s 256 (SOLUBLE) 
4 32 (SOLUBLE) 
5 1:64 (PURIFICADO) 
Ó I¡64 (PURIFICADO) 
7 • i = 32 (PURIFICADO) 
a 1:16 (PURIFICADO) 
9 1.3 (PURIFICADO) 
1 0 1:4 (PURIFICADO) 
X 1 CONTROL NEGATIVO 
í 2 CONTROL NEGATIVO 
El halo de precipitación (inmunodifusiÓn radial) se midió <a -
24 horas ce haberse agregado el antígeno A (soluble o purifi— 
dado i . 
R E S U L T A D O S : 
1.- OBTENüIüN DE GATFÍLAGLOBULINAS ANTI-ANTIGENO A: 
La selección del métooo de prec ipi tac i¡3n de las gammag le bu* i _ 
iias se basó en la act i vi dad espec í f i ca (a nt i cuerpos / mg de p ra 
teínas). El método de mejor rendimiento ;us el de precipitación -
de proteínas con sulfato de amonio en solución saturada, pH 7.8 y-
eoncb" nt rae iín f i na 1 de sulfato de amonio ae 337.» 
La diálisis exhaustiva ccnrra solución sa i i na-fce-rat os ocasio-
na una dilución de las muestras de un 15-257. por lo que hubo — 
cue- concentrar la poster nórmente, a su va -.''men inicial. 
2. - INSCLUBILIIACIQN DE ANTICUERPOS A NT I -A CON GLUTARAL.DEHIDO: 
C-^scu Kr: ¿~ la tí 1 imi na:, lón de \ su 1 fat o de amonio. Las gamma 
• ¡j i i n¿<= humanas con act i v i dad ant i -ant íg sna A se i nsoi ubi liza — 
.•.-¡n c-J--) q - j.taral dehí c¡o a concent rae i ones fi nal í3 del g 1 atara 1 de hi-
la -ja 1 . "Y/. ,¡r :.?.sis- a U'2: 
a ) , — La i ns 1 u b i 11 z a-" i 25 n ^^ i- omp 1 •=». 
• ; . — j\jo =s necesario homogeneizar sn mortero pues qascia en 
consistencia de g¿l-
c > E s menor la manipulación de las proteínas. 
d).- Con el g lutar al deh Í" do a concentr ac i ón -Final de 1.57.-.fue 
mejor el rendimiento de las columnas crcmatográficss se 
a*í~J ^ - Li ó d . 
CONCENTRACION DEL 
GLUTARALDEHIDO: 
TITULO DEL ANTIGENO A 
DEL SISTEMA ABO PURTFI 
CADO: 
2.5 % 1 :4 
2.0 % 1:8 
1.5 % 1:64 a 1:256 
TABLA 2.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL GLUTARALDEHIDO 
EN EL RENDIMIENTO DE LA COLUMNA CROMATOGRAFI-
CA DE AFINIDAD. 
— _ cri ! ir ' DEL ANTIGENI! COLUMNA CRCMATOGRAHICA DE 
.n^ .c .jo mas c — c . - •-•' - da -.. - • e".'-11 or mi naco e: '¡¡e.- • 
= 5 valrraron m é t o d o s d i f e r e n t e s 
i rir. l a crslumna c - c ¡ u t o g r á f I c a dr. a f m i d . - j d s 
siuciór, dal 
Í21, 22). 
a).- Método de elución basado en el amortiguador HCL-glicina-
pH 2,Si El rendimiento máximo de este mótodo de elución 
-Fuei antfaeno A con título de inhibición de la hemag 1 u-
t i nac i Ón de 1 s 4. 
b>„- La disminución hasta pH 4.0 y la elevación a pH S.O del 
amortiguador de fosfatos utilizado para " lavar " las — 
columnas, no dió resultada en la elución del antígeno A-
de la columna cromatográfica de afinidad. 
c5.— Elución del antígeno A mediante la elevación de la tem— 
peratura: "Las interacciones antIgeno-anticuerpo son re-
ver si bles por aumento de la temperatura dado que son 
interacciones no covalentes"; este máftodo dió resultado-
promedio de elución del antígeno A de la columna-
cromatográfica de afinidad, de un título de inhibición-
de la hemaglutinación de 1:2, 
d).- Método de elución del antígeno A con tiocianato de 
sodio: Los componentes de la mezcla original se modifi-
caron para buscar mejor rendimiento en la elución del 
antígeno A del sistema ABD, ds la columna cromatogrSfica 
de afinidad. 
TI0CIANAT0 
DE 
SODIO: 
SOLUCION REGULA 
DORA DE FOSFATO 
pH FINAL TITULO DEL. AN-
TIGENO A ELUI-
D0: 
3.0 M. 0.02 M. 6.0 1:64 
3.0 M. 0.10 M. 3-0 1:16 
3.0 M. 0.10 M. 6.0 1:128 a 1:256 
TABLA 3-- EFECTO DEL pH Y LA MOLARIDAD DEL BÜFFER DE ELUCION 
SOBRE EL RENDIMIENTO DEL ANTIGENO A PURIFICADO ME-
DIANTE LA CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD. 
Por lo que se utilizó en los experimentos subsecuentes, el — 
tiocianata ele sodio 3.0 M. , solución reguladora de fosfatos 0.10 Í1 
y un pH final de 6.0. 
4.- DOBLE PRINCIPIO DE AFINIDAD PARA PURIFICAR EL ANTIGENO As 
Se obtuvieron anticuerpos anti-A por afinidad, adsorbiéndolos 
sobre la superficie de glóbulos rojos A y luego se eluyeron me-
diante aumenta de temperatura. Los exper i mentas con las variacio-
nes de temperaturas y tlempos diferent.es para cada una de el 1 as — 
mostraron que la adsorc ión óctima fue con una temperatura inicial-
de 4 o C por 30 mi ñutos y una temperatura f i nal de 37 ° C por 30 mi-
La elación de los anticuerpos adsorbidos seare la superficie-
de los glóbulos rojos A, por aumento de la temperatura, fue mejer-
a 56 ° C por 30 minutos, ya que a esta temperatura y tiempo se se-
paró una mayor concentración de anticuerpos específicamente anti-
A, lo que se comprobó por el título de hemagluti nación alcanzado— 
por este método que fue de 1:512 a 1:1024. 
Con los ant icuerpos obteni dos por afi ni dad se hicieron nuevas 
columnas para cromatografla de afinidad y estas resultaron de ren-
dimiento mayor en cuanto a tftulo de la inhibición de la-
hemaglutinación en la purificación del antfgsno A del sistema ABO. 
5.- EL ANTIGENO C O M O INMUNOSENO EN CONEJOS: 
Para comparar el rendimiento de las columnas cromatográficas 
de afinidad hechas con anticuerpos humanos, varsus las hechas con 
anticuerpos de conejo, se inmunizaron conejos con el antígeno A 
del sistema ABO, en sus formas purificadas o solubles para obtener 
anticuerpos de conejo y utilizarlos para la fase estacionaria de 
la columna cromatogréfica, y los resultadas se enlistan en la ta-
bla 4. 
DIA DE U S 
INMUNIZACIONES 
CONEJOSs INMUN0GEN0 TITULO DE LOS 
ANTICUERPOS 
ANTI-A DEL SUE-
RO; 
I 
50 ANTIGENO A PURO I s 32 + 
61 ANTIGENO A PURO 1:32 ++ 
007 Ag. A SOLUBLE. 11 32 ++ 
20 
50 ANTIGENO A PURO 1:128 + 
61 ANTIGENO A PURO 1:8192 + 
007 Ag. A SOLUBLE. 1:32 
J1 
50 ANTIGENO A PURO 1:1024 + 
61 ANTIGENO A PURO 1:8192 ++ 
007 Ag. A SOLUBLE. 1:32 ** 
39 
50 ANTIGENQ A PURO 1s 4096 ++ 
61 ANTIGENO A PORO 1:16,384 > 
007 Ag. A SOLUBLE. 1:32- • 
TABLA 4.- COMPARACION DE LA CAPACIDAD INMUNOGENICA. EN CONE-
JOS, DE LOS ANTIGENOS A SOLUBLE (NO PURIFICADO) Y 
ANTIGENO A PURIFICADO MEDIANTE LA COLUMNA CROMATO-
GRAFICA DE AFINIDAD. 
Los anticuerpos de conejo con actividad anti-antígeno A del 
sistema ABO se obtuvieron por afinidad adsorbiéndolos sobre la 
superficie de glóbulos rojos A con los tiempos y temperaturas que 
fueron ñtiles para hacer lo mismo con anticuerpos humanos. De la 
misma manera fueron insolubi1 izados con glutaraldehído al 1.5% de 
concentración final. Las columnas cromatogrSficas de . afi nidad-
hechas con anticuerpos de conejo fueron mas efectivas que las 
hechas con los ant icuerpos de humanos, la efect ivi dad fue 
proporcional al título de hsmaglutinación de los sueros obtenidos. 
6.- INMUNGDIFUSION RADIAL: 
El diámetro de precipitación de la inmunodifusiÓn radial — 
es un análisis cual itativo y visible de la reacción ant ígeno-ant i-
cuerpo. Er¡ las placas de gel a las que se les incorporS el ant 1 — 
geno A soluble o purificado se obtuvieron los resultados siguien— 
t .s: 
Las placas da gel a las que se les llenaron los posos con 
suero humano mostraron un halo de precxpitaci3n en agaro— 
sa ai 0.5/1 (placas 1 y 2) y en ión agar al 0.57. (placas -
6 y 7). A estas placas se les había incorporado antígeno 
A soluble. El resto de las placas -Fue negativo para las 
i nmunodi-Fus iones radiales. 
En las placas de gel a las que se les 1lenaron los pozos-
can el suero de conejo No. 007 se encontraron resultados-
similares a los de las placas en las que inmun.odi-FundiÓ -
el suero humano. Hubo di-Fusión radial en las placas de — 
agarasa al 0.57. (placas 1 y 2) y en las de ión agar al — 
0.57. (placas 6 y 7) . A este juego de placas se les había 
incorporado antígeno A soluble. En el resto de las pía— 
cas no hubo precip itac ión radia 1. 
Las inmunodi-Fusiones de las placas de ge 1 a las que se — 
les Ilenaron los 12 pozos con sueros de los conejos No. -
50 y No. 61 -Fueron simi lares: Se observó halo de prec i — 
pitación en las placas de agar osa al 0.57. y 1.0% (placas-
3, 4 y 5) y en las de ión agar al 0.5% y al 1.0% 
(placas 8, 9 y 10). A estas placas se les había incor-
porado antígeno A pur i-Ficado por cromatograf ía de a-Fini — 
dad. El resto de las placas no mostró halo de 
prec ip i t ac ión en la i nmunodi-Fus ión radia 1. 
Las D lacas de gel con ant i cuerpos ant i -ant'qeno A 1 ni_orpor=>.do 
mostraron las inmunodifusiones siguientes: 
1.- Placas de gel con anticuerpos ívjmanos anti-A incorpora-
dos: Los pozos se llenaron con ant ¿geno A soluble y puro, 
los halos de prec ip i tac i¿5n se farmaron solo en la per if e-
r i a de los pozos que habían si do 2 leñados con el ant faeno 
A soluble? los pozos que se llenaron con el antígeno A 
purificada par cromatagraffa de afinidad no mostraron 
halo de precipitación. 
2.- Placas de ge 1 con ant icuerpos del conejo No. 007: Los 
pozos se 1 leñar on con antígeno A so lub le y pur i-f i cada; el 
rssultado a las 24 horas de incubacián mostró regiones 
osr í-^ ár i cas üe prec ip itac ián solo en los pozos que se 
lie na ron can el antigeno A soluble, los demás pozos no 
.r¡ost raron evi denc i a de reacc iun ant ígeno-ant i cuerpo. 
En las placas de gol con anticuerpos del coneja No. 50, -
las doce gozos se 11 anaron con el ant ígeno A soluble y — 
pur i - i cada v los resultados de i nmunodifusiones radi ales-
Fuer on posit i vos i carnente en los pozos que se habían — 
I leñado con el anhf'qeno A pur if icado ¿ar la columna ero— 
matz z" á-F i de af i ni dad. Los r zsu !tados fueron los mis— 
mos en las placas de gel a las que se l«?s incorpora.- on 
les anticuerpos riel conejo No. 61. Esto quiere decir que 
solo hubo halo de precipitación radial en los pozos donde 
se aplicó el antígeno A purificado por cromatcgr&ffa de -
afi ni dad. 
D I S C U S I O N 
El antígeno A del sistema ABO, en -Forma soluble es un proteo-
glucano de un rango de peso molecular bastante amplio (desde 
20,000 nasta varios millones de daltones). Los métodos de fil-
tración eonvene ionales para ester i 1 i zar el antfgeno A (membranas 
de 0.25 mieras) dan como resultado: 
1).- Mas hemogeneidad. 
2).- Disminución en 10 Órdenes o más de la capacidad del an-
tígeno A de inhibir la hemaglutinación. 
3).- Disminución cansíderable o desaparición de la inmunoge— 
nicidad del antfgeno A soluble Filtrado. 
Debido a lo anterior existe la necesidad de cantar con un mé-
todo s-'-sc: i vo para la obtención de un ant faeno A "estandarizado" * 
por su activiaad inhibitoria ne la hemaglutxnación. 
La cromatografía ds afinidad es un método ampliamente 
utilizado para purificar antX genos, anticuerpos, enzimas, -
hormonas» -etc. 
En e = t e. traba jo n o s o i: o s utxlisawscs la c romatoq r a-fía de -
a-fmidad con un soporte as anticuerpos anti-antígeno A, del-
sistema ABG, para purificar ant ígor.z A soluble a partir de un 
extracto 'crudo", Eneontramos que -las qamaqlebui i ñas uti i i zadas 
como soporte» dieron mejor resultado en cuanto al título de-
inhibicién de la hemagluti-naci5n del antígeno A que el título -
obteni do por fiItración del ant ígeno A. 
Cuando utilizamos anticuerpos anti—A purificados a su vez por 
afi ni dad con er itroe itos humanes A, el resultado en la 
purificación tuvo incremento cualitativo en cuanto al título de -
inhibición de la hemaglut i nac i ón hasta 1:1024-2043 (por f i 11ración 
el titulo mínimo de inhibición- de la hemag lut i nac ion que se logro' 
fue de 1:256-512?, 
•En la camparación de la i nmunogenici dad entre: Los ant íqe— 
nos A solubles y los antlgenos A purificados pzr cromatagrafía de 
afinidad, <=e encontró que ?stos últimos son ¡ras inmunog&rácos, -
pues los sueros hiperinmunes inducidas alcanzaran títulos mas-
altos de hem ?.g 1 u t ipící ón al ponerles en contacto con glóbulos-
rojos A. Esto probablemente se debe a un incrementa en la 
homegene i 'Jad y pureza de 1 ant: ígeno A, 
ld= ant i cuerpos s i ntet i zados por 1 os cor.e jos e n respuesta a 
las inmunizaciones con el antígeno A del sistema AE-'C ''reconocen" -
¡r.Z'jor antíaeno que los i riüu c v en las ¿nmunodifusiones-
soluble <no purificado) posee el determi nate antigénico -
" reconoc 1 do" por el suero h i per i nmuns ant 1-ant f geno A puro, y 
otros elementos sin relación con el antfgeno A y cabe la pos i b i -
11 dad de que tales elementos pudieran i nter-Fsr ir con la reacc ión 
ant ígeno-ant icuerpo. 
Estos resultados son simi lares a los obtenidos en las inmuno-
difusiones de los anticuerpos humanos (inducidos por el antígeno A 
soluble), estos sueros humanos migraron mejor en las placas de gel 
con antígeno A soluble incluido que en las placas de gel con antí-
geno A puro i ncl uf do, ésto se debí 6 a que so lamente una f racc i un -
de les anticuerpos humanas "reconoció" el antígeno A puro, el res-
to de ios anticuerpos iba dirigí do contra otros elementos de la — 
mezcla en la que se halla el antígeno A. 
Por lo anter ior la cromatoqrafía de afinidad representa un — 
buen método para la purificación del antígeno A del sistema ABO — 
y perm¿te tener antígeno A puro que esté dísponxDle para anSIisis-
i n vi tro 7 n vi ve de la influencia que tisne la estructura químic 
soore la i nmunngenic i aad-
T¡e que la i nmunogen ie i dad de ios pn 1 isacefr i dos, como •=• 1-
S":* ígena A, a-r"ende f?5t.r.jcna¡H8nt? del oeso mol 1 r <Rsf. He i 1 
delberger can polisacáridos de pneumococos y Kabat cor: de.<tr5n de 
diferentes pesos moleculares). En el presente trabajo no se 
estudió La i-nf iuenc i a del peso molecular en la : nmu.nogenic i dad del 
ant ¿geno A pur if icado por cromatogra.f Ta de af i ni. dad? ésto necesita 
ser estudiado purificando antfgeno A y separándolo en un gradiente 
de sacarosa para diferenciar el antigeno A en pesos moleculares — 
con una ultracsntrífuga, con ésto se mejorará el conoc¿miento de -
la relación que existe entre la estructura química y la inmunoge— 
nicidad. 
C O N C L U S I O N E S 
1.- Las condiciones óptimas para insolubi i i zar anticuerpos 
para cromatograf ía de af i ni dad es de glutaral debido al 
1.5/1 para proteínas en concentración de 25 mg/mi. 
2.- Los anticuerpos anti-A para la cromatogra-f Ta de afinidad 
dan un mejor rendimiento si a su vez son obteni dos por -
afinidad (adsorción sobre glóbulos rojos A y elución). 
3.- El antígeno A del sistema ABO purificado por cromatoqra-
f ía de afi ni dad puede ser estandar i zaoo por su act ivi dad 
inhibitoria de la hemaglutinación y por su capacidad in-
munogÓnica, 
4.-- La cromatr-grafía de afinidad es una herramienta útil pa-
ra la pur íf ic zc. ión de antígenos, su manejo es sencillo -
v f5c i 1 de recet i r. 
B I B L I O G R A F I A 
1.- ABRAMOFF, P.: LA VIA,M. BIOLOGY OF THE IMMUNE RESPONSE 
YOUNG JAMES AND MOBLEY SALLY EDITORS, BY MAPLE PRESS CO. 
1970. pp. 21-24. 
2.- AVRAMEAS, S. AND TERNYNCK, T. THE CROSS LINKING OF PRO-
TEINS WITH GLUTARALDEHYDE AND ITS USE FOR THE PREPARATION 
OF IMMUNOADSORBENTS. IMMUNOCHEMISTRY 6, 1969,pp.53-56. 
3.- BACH, J.F. INMUNOLOGIA.- EDITORIAL LIMUSA. 1984. 
4.- BELLANTI, J.A. INMUNOLOGIA. W.B. SANDERS CO. 1986. 
5.- BENACERRAF, B. Y UNANUE, E.R. INMUNOLOGIA. EDITORIAL MED_I 
CA PANAMERICANA, 1986. pp. 29-31. 
6.- ROJAS, W. INMUNOLOGIA. ADDISON- WESLEY IBEROAMERICANA, 
S.A. EDITOR DR. JULIO CEITLIN. 1986, pp.146-149. 
7.- SELL, S.A. INMUNOLOGIA, INMUNOPATOLOGIA E INMUNIDAD. 
HARPER AND ROW PUBLISHERS, INC. 1975. pp. 140-144. 
8.- FAIRBANKS, G.; STECK, T.H.; WALLACH, D. ELECTROPHORETIC 
ANALYSIS OF THE MAJOR POLIPEPTIDES OF THE HUMAN ERYTROCYTE 
MEMBRANE. BIOCHEMISTRY, VOL. 10, NO. 13. pp. 2606-2617 -
1971. 
9.- FUDENBERG, H.H.; STITES, D.R.; STOBO, D.J.; WELLS, V.J. 
INMUNOLOGIA BASICA Y CLINICA. ED. MANUAL MODERNO. 1983. 
pp. 394-400. 
10.- HAKOMORI, S.; STRYCHARZ, G.D. ISOLATION AND CHEMICAL 
COMPOSITION OF BLOOD GROUPS SUBSTANCES ABH AND Le ISO— 
ANTIGENS OF SPHINGOLIPID NATURE. BIOCHEMISTRY 10. 1968. 
pp. 1279-1285. 
11.- HOWE, C.; KABAT, E.A. IMMUNOCHEMICAL STUDIES ON BLOOD 
GROUPS. "FRACTIONATION OF HOG GASTRIC MUCIN AND INDIVI 
DUAL HOG STOMAC LININGS". ARCHIVES OF BIOCHEMISTRY AND 
BIOPHYSICS. 60- 1955. pp. 244-254. 
12.- KABAT, E.A.; BEZER, A.E. IMMUNOCHEMICAL STUDIES ON -
BLOOD GROUPS. "ESTIMATION OF A AND B ISOANTIBODIES IN 
HUMAN SERUM BY THE CUANTITATIVE PRECIPITIN METHOD." -
ARCH. BIOCHEM. BIOPHYS. 1947. pp. 207-215. 
13.- KAY, L.A. CELLULAR BASIS OF THE IMMUNE RESPONSE TO ANTI^ 
GENS OF ABO BLOOD GROUP SUBSTANCES. THE LANCET. DEC. -
1984. pp. 1369-1371. 
14.- LEFKOVITZ, I; PERNIS,B. IMMUNOLOGICAL METHODS. BLACKWELL 
SCIENTIFIC PUBLICATIONS, OXFORD. 1979. pp. 58-59. 
15.- MORGAN,W.T.J.; HEYNINGE,R-Van. THE OCURRENCE OF A,B AND 
0 BLOOD GROUP SUBSTANCES IN PSEUDO MUCINOUS OVARIAN --
CYST FLUIDS. BIOCHEMISTRY. 1944. pp. 5-15. 
16.- MORGAN,W.T.J.; PUSZTAT,A. STUDIES IN IMMUNOCHEMISTRY. 
"SOME- OBSERVATIONS ON THE HETEROGENEITY OF PREPARATIONS 
OF HUMAN BLOOD GROUPS SPECIFIC SUBSTANCES." BIOCHEMISTRY 
JOURNAL 80. 1961. pp. 362-372. 
17.- MORGAN/W.T.J.; PUSZTAT,A. STUDIES IN IMMÜNOCHEMISTRY. 
"FURTHER OBSERVATIONS ON THE PREPARATION AND PROPER-
TIES OF HUMAN BLOOD GROUP SPECIFIC MUCOPOLYSACCHARI-
DES." BIOCHEMICAL JOURNAL 80. 1961. pp. 107-121. 
18.- ROITT,1.; BROSTOFF,J.; MALE,D. IMMUNOLOGY. GOWEL ME 
DICAL PUBLISHING LTD, LONDON,ENGLAND. 1985. pp. 20.4 
20.5. 
19.- SELA,M. THE ANTIGENS, VOL.11. ACADEMIC PRESS, NEW -
YORK. 1974. pp.80-113. 
20.- WATKINS, W.M. BLOOD GROUP SUBSTANCES. SCIENCE, VOL -
152, APRIL-1966. pp. 172-181. 
21.- WEIR, D.M. HANDBOOK OF EXPERIMENTAL IMMUNOLOGY. VOL. 
I. IMMÜNOCHEMISTRY. BLACKWELL SCIENTIFIC PUBLICA-
TIONS. 1973. 
22.- CHASE,M-W. AND WILLIAMS,C.A. (EDS.) METHODS IN IMMU-
NOLOGY AND IMMÜNOCHEMISTRY Is(1967); 2:(1968); 3: — 
(1971). ACADEMIC PRESS, NEW YORK. 
23.- PUSZTAT,A.; MORGAN,W.T.J. STUDIES IN IMMÜNOCHEMISTRY 
"SOME OBSERVATIONS OF PREPARATIONS OF HUMAN BLOOD — 
GROUP SPECIFIC SUBSTANCES." BIOCHEMISTRY,93. 1964. 
24.- REITHERMAN,R.W.; ROSEN,S.D.; BARONDES,S.H. LECTIN -
PURIFICATION USING FORMALINIZED ERYTHROCYTES AS A GE 
NERAL AFFINITY ADSORBENT. NATURE 248. 1974. pp.599-
600. 
25.- AVRAMEAS,S. AND TERNYNK,T. BIOLOGICALLY ACTIVE WA-
TER INSOLUBLE PROTEIN POLYMERS.I. THEIR USE FOR ISO 
LATION OF ANTIGENS AND ANTIBODIES . JOURNAL OF BIO 
LOGICAL CHEMISTRY 242. 1967. pp. 1651-1659. 
26.- PIAO,K.T.; KOCHOUMIAN,L. A COMPARISON OF DIFFERENT 
ENZYME-ANTIBODY CONJUGATES FOR ENZYME-LINKED IMMUNO 
SORBENT ASSAY. J. OF IMMUNOL. METH. VOL. 28. 1979 -
pp. 201-210. 
'mm 
